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Fig. 2 Esquema de la célula electroquímica en la que se llevó a cabo la 
reacción a 1.050V vs Ag/AgCl. El compartimento catódico se separa del 
anódico mediante una membrana de vidrio poroso no selectiva. El proceso 
se monitoriza midiendo la carga pasada y la absorbancia de la disolución a 
430nm, 420nm y 550nm (Coeficiente de absortividad molar de la 
nitrotirosina a 430 nm y pH =10.0,   4400 M-1.cm-1) . 
Fig. 1 Proteína lisozima, 14.3kDa y 129 
aminoácidos. Los residuos Y son los más 
susceptibles a la nitración de la proteína, de los 
cuales sólo se nitran las posiciones 20 y 23, ya 
que el residuo 53 es poco accesible. 
Fig. 3 La mezcla de proteínas modificadas  se separaron mediante HPLC 
preparativo empleando una columna de intercambio catiónico IEC SP-825, 
8.0 mm ID x 75 mm de longitud.
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3.1. Actividad
Refrigeración
5-10ºC
We, BDD
4cm2
Re Ag/AgCl/Cl- (3M)
Ce, acero, r: 2mm
Catolito:
Tampón ác. bórico/ borato 
50mM, pH 9.0
1mg/ml lisozima
Tampón ác. bórico/ borato 
50mM, pH 9.0
Nitrito sódico 50mM 
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Fig. 4 Resultados del ensayo turbidimétrico con Micrococus Lysodeikticus
(Luteus) para obtener la actividad de la proteína nitrada por el 
procedimiento descrito en la fig. 2 durante 120  minutos, hasta obtener 
0.52 moles de Y por mol de proteína. A una disolución de 0.3mg/ml de 
concentración de paredes celulares en 0.970mL 0.1M K2HPO4 pH 6.2 se 
añadió 0.030mL de disolución 1mg/mL de proteína en 0.1M K2HPO4 se 
determinó la absorbancia de la muestra a 450 nm en cubetas de plástico de 
1 cm de camino óptico durante 20s. Una unidad de actividad de lisozima 
produce un cambio en la absorbancia a 450nm de 0.001 unidades por 
minuto. 
Fig. 6 Región del espectro correspondiente a experimentos  de correlación heteronuclear a un enlace, 13Cα-Hα HSQC a 308K, de resonancia 
magnética nuclear bidimensional de alto campo (500 MHz) de las proteínas nitradas purificadas por HPLC a) nativa b) mononitrada c) 
bisnitrada. Se observa el efecto del grupo nitro sobre los resíduos de aminoácidos de tirosina (Y), que provoca un desplazamiento de las 
señales correspondientes a los residuos más próximos a Y20 e Y23 en su estrucrura secundaria,  como es el caso de N19 o L17, además de  
los residuos más próximos en su estructura tridimensional, como la M105.
Existe una creciente evidencia entre la relación de ciertas
enfermedades cardiovasculares y el incremento en la nitración 
de proteínas in vivo [1], a través de mecanismos radicalarios, 
especialmente de los residuos tirosina. Estas alteraciones 
pueden afectar a su función metabólica causando problemas 
celulares [2].
La nitración de proteínas por métodos electroquímicos 
presenta una serie de ventajas respecto a los métodos químicos 
tales como especificidad, selectividad y uso de condiciones 
suaves de reacción.
Hasta hoy la modificación electroquímica preparativa de 
proteínas se ha basado principalmente en el estudio de lisozima
y mioglobina, especialmente  de la iodación y la nitración 
electroquímica sobre platino [3,4], aunque en ese caso se 
observa una cierta desactivación del centro activo. En cambio,el
uso de materiales electródicos carbonáceos como el diamante 
dopado con boro (BDD) la lisozima retiene su actividad y no 
aparecen contribuciones debidas a la interacción electrodo-
proteína no deseadas.
En este estudio se obtienen proteínas nitradas 
electroquímicamente minimizando las alteraciones causadas 
por la interacción electrodo-proteína. Esto permite obtener 
proteínas modelo para su estudio conformacional y funcional, y 
correlacionar estos resultados con los procesos que ocurren en 
vivo.
Así, se han estudiado las derivados mononitrado y bisnitrado
de la proteína lisozima por ESI-FTICR y RMN y se ha realizado 
un estudio de sus actividades.
[1] Turko I.V. y F. Murad. 2002. Pharmacol Rev, 54:619-634.
[2] Belge, C., PB. Massion, M. Pelat, y JL. Balligand. 2005. Ann. 
N.Y. Acad. Sci., 1047: 173-182.
[3] J. Iniesta, H.J. Cooper, A.G. Marshal, J. Heptinstall D.J. 
Walton, and I.R. Peterson. Enviado a Archives of Biochemistry 
and Biophysics.
[3]  D. Matters, H.J. Cooper, L.McDonnell, J. Iniesta, J. 
Heptinstall, P. Derrick, D.Walton, I. Peterson. 2006. Analytical
Bichemistry, pendiente de publicación
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3.2. Espectrometría de masas ESI-FTICR.
3.3. Resonancia Magnética Nuclear.
Fig. 7 Variacíon del desplazamiento químico de los experimentos HSQC en la componente Cα entre las diferentes proteínas modificadas  
separadas por HPLC a) mononitrada y  nativa b) bisnitrada y nativa y c) entre las dos proteínas nitradas. Los mayores cambios se 
encuentran en los residuos de aminoácidos vecinos, tanto posteriores y anteriores a ambas tirosinas como en los que se encuentran en la 
hélice-α más próxima (V99 y M105).
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La nitración electroquímica de lisozima (HEWL) sobre un electrodo de diamante dopado con boro 
(BDD produce mayoritariamente la formacion de lisozima mono y bisnitrada como se observa a partir de 
los datos de espectrometría de masas ESI-FTICR (∆m= +45 y +90 respectivamente), presumiblemente 
en la Y23 (en el caso de la mononitrada) y Y23 y Y20 (en el caso de la bisnitrada). Además, la 
espectrometria masas demuestra que la proteína electro-oxidada (1.05 V vs Ag/AgCl) en ausencia de 
nitrito no produce ningún incremento de masa con respecto a la proteina nativa. La distribución de carga 
(m/z) obtenida para la lisozima mono y bisnitrada respectivamente denota cambios sutiles en su 
conformación comparada con la proteína nativa. 
La actividad de las diferentes especies oxidadas y nitradas permanece inalterada, demostrando 
que el electrodo BDD es un material apropiado para la producción de nitroproteínas modelo.
La mono y bisnitración de lisozima se puede corroborar en los espectros HSQC de correlación Cα-Hα. 
La variación de  señales correspondientes a residuos de aminoácidos que no se encuentran próximos a 
las nitrotirosinas en su estructura secundaria, pero sí en el espacio, implica una cierto cambio en la 
estructura tridimensional de la proteína.
Fig 5 ESI  Espectrometría de masas (ESI-FTICR) de HEWL. (40mM) en acetato amónico 10mM pH 7.0. a) nativa b) mononitrada c) 
bisnitrada. El espectro de la lisozima nativa muestra una distribución de carga desde +10 hasta +8, siendo el más intenso el de la carga 
+10. Por el contrario, el rango de distribución de cargas se mantiene para la mono y bisnitrada lisozima, pero en estos últimos casos la 
carga más intensa corresponde a +9.
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